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Apstrakt
Uvod/Cilj. Inaktivacija patogena primenom riboflavina i ul-
travioletnog (UV) zračenja smanjuje incidenciju transmisije vi-
rusa, bakterija i parazita transfuzijom produkata od krvi, ima
široku efikasnost u prevenciji epidemije uzrokovane transfu-
zijom novog štetnog patogena i istovremeno održava zadovo-
ljavajuću kliničku efikasnost inaktivisanih produkata od krvi.
Cilj ovog rada bio je da se utvrdi uticaj procesa inaktivacije
patogena primenom riboflavina i UV zračenja na koncentra-
ciju faktora i inhibitora koagulacije u plazmi koja se tretira pre
zamrzavanja. Metode. Ispitivanje je obuhvatilo ukupno 30 je-
dinica plazme, dobijenih procesiranjem cele krvi dobrovoljnih
davalaca krvi tokom 6 h od uzimanja, koje su tretirane ribofla-
vinom (35 mL) i UV zračenjem (6,24 J/mL, 265–370 nm) na
aparatu Mirasol (Caridian BCT Biotechnologies, USA) u proseč-
nom trajanju od 6 min. Uzorci za ispitivanje faktora i inhibito-
ra koagulacije uzeti su pre (K – kontrolni uzorci) i posle proce-
sa inaktivacije (I – ispitivani uzorci). Rezultati. Poređenjem
srednjih vrednosti svih posmatranih faktora koagulacije poje-
dinačno u kontrolnim i ispitivanim uzorcima plazme uočen je
statistički značajan pad koncentracije faktora koagulacije u is-
pitivanoj plazmi (p < 0,001), ali se aktivnost faktora koagulacije
nalazila u okviru normalnih vrednosti. Najveći pad koncentra-
cije u plazmi nakon procesa inaktivacije pokazali su faktori VI-
II, IX i XI (pad koncentracije od 21,99%, 20,54% i 17,26%,
respektivno). Aktivnost inhibitora koagulacije [antitrombina
III (AT III) i proteina C (PC)] pokazao je manji pad u odnosu
na faktore koagulacije (pad aktivnosti AT III iznosio je 5,96%,
a PC 5,89%). Zaključak. Plazma dobijena procesiranjem cele
krvi tokom 6 h od uzimanja i podvrgnuta inaktivaciji patogena
primenom riboflavina i UV zračenja u roku od 6 h od procesi-
ranja, a potom zamrznuta na temperaturi nižoj od -30 ºC to-
kom 24 h pokazala je dobro očuvanu prokoagulantnu i anti-
koagulantnu aktivnost.
Ključne reči:
plazma; zamrzavanje; vitamin b2; ultravioletni zraci;
faktor VIII; faktor IX; faktor XI; antitrombin III;
protein c.
Abstract
Background/Aim. Pathogen inactivation in blood
products using riboflavin and ultraviolet (UV) light rep-
resents a proactive approach to blood safety, not only for
known infectious agents but also for new ones or not yet
recognized as threats to the blood supply. This method
inactivates a virus, bacteria, fungus, or protozoan patho-
gen from the blood product without damaging its func-
tion or shelf-life. The aim of the study was to study the
influence of photoinactivation using riboflavin on the
concentration of coagulation factors and coagulation in-
hibitors in plasma that was treated before freezing.
Methods. The examination included 30 units of plasma,
separated from whole blood donated by voluntary blood
donors around 6 h from the moment of collection. They
were treated by riboflavin (35 mL) and UV rays (6.24
J/mL, 265–370 nm) on Mirasol aparature (Caridian BCT
Biotechnologies, USA) in approximate duration of 6 min.
The samples for examining were taken before (K – con-
trol units) and after illumination (I – illuminated units).
Results. Comparing the middle values of coagulation
factors in the control and illuminated units we noticed
their statistically significant decrease in illuminated units
(p < 0.001), but the activity of coagulation ones was still
in the reference range. The most sensitive coagulation
factors to photoinactivation were FVIII, FIX and FXI
(21.99%, 20.54% and 17.26% loss, respectively). Antico-
agulant factors were better preseved than coagulation
factors.  Conclusion. Plasma separated from whole
blood donation within 6 h, treated with riboflavin and
UV light within 6 h from separation and frozen at tem-
perature below -30 ºC within 24 h, shows good retention
of pro- and anticoagulation activity.
Key words:
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Uvod
Zamrznuta sveža plazma, izdvojena iz jedinice cele krvi
i zamrznuta u roku od najkasnije 6 h od uzimanja krvi na
temperaturi -90 ± 5 ºC, a zatim uskladištena (ne duže od tri
godine) do terapijske upotrebe na temperaturi od -30 ºC ili
nižoj, sadrži u sebi sve nestabilne i stabilne činioce sistema
koagulacije, fibrinolize i komponente komplementa, uz on-
kotski efikasne proteine i imunoglobuline. Transfuzija zamr-
znute sveže plazme indikovana je u terapiji stečenih koagu-
lopatija, posebno kod bolesnika sa deficitom više faktora ko-
agulacije, ili u slučaju deficita faktora koagulacije za koje ne
stoje na raspologanju koncentrovani preparati (npr. faktor V
ili faktor XI koagulacije). Zamrznuta sveža plazma, takođe,
primenjuje se kod bolesnika sa oštećenom funkcijom jetre ili
deficitom vitamina K, kao i pri izvođenju terapijskih izmena
plazme kod bolesnika sa trombotskom-trombocitopenijskom
purpurom (TTP) ili hemoliznouremijskim sindromom
(HUS)
 1, 2.
S obzirom na složenost faktora koji utiču na procesi-
ranje i skladištenje plazme, kao i njen sastav, transfuzija
zamrznute sveže plazme može biti udružena sa brojnim ne-
željenim reakcijama, kao što su akutno oštećenje pluća ud-
ruženo sa transfuzijom (transfusion related acute lung
injury – TRALI) 
3, 4 ili transmisija infektivnih agenasa 
5, 6,
kao što su virus humane umunodeficijencije (HIV), virus
hepatitisa B (HBV), virus hepatitisa C (HCV), virus hepa-
titisa A (HAV), Epstein-Barrov virus, parvovirus B19,
gram-pozitivne i gram-negativne bakterije (Stapylococcus
aureus, Stapylococcus epidermidis, Escherichia coli), pro-
tozoe (Babesia microti, Toxoplasma gondii, Trypanosoma
cruzi, Leischmania donovani) i prioni (izazivaju Creutz-
feldt-Jakobovu bolest) 
7–9.
Inaktivacija patogena u krvnim komponentama ima
ulogu uklanjanja, odnosno inaktivacije svih uzročnika preno-
sivih bolesti putem krvi. Ona ne zamenjuje testiranje jedinica
krvi dobrovoljnih davalaca na markere bolesti prenosivih
transfuzijom, ali smanjuje opasnost „fenomena prozor“ i de-
luje i na agense za koje testiranje trenutno nije dostupno, a
mogu se preneti putem krvi 
10, 11. Postupci inaktivacije uzro-
čnika transmisivnih bolesti temelje se na vezivanju raznih
supstanci (psoralen, riboflavin, metilensko plavo), kao i de-
lovanju ultravioletnog (UV) i gama zračenja, sprečavajući
replikaciju nukleotida DNA i RNA, čime se inhibira prolife-
racija T-limfocita i uklanja bolest kalema protiv domaćina
(graft-versus-host-disease – GVHD), suprimira sinteza cito-
kina i otklanja opasnost od pojave posttransfuzionih febrilnih
reakcija 
12–14.
Riboflavin (vitamin B2) je prirodno prisutno jedinjenje.
Izuzetno je efikasan u inaktivaciji patogena, ako se izloži vi-
dljivom ili UV zračenju. Riboflavin stvara aktivne forme ki-
seonika koje oštećuju ćelijsku membranu, čime se sprečava
replikacija uzročnika bolesti u svim produktima od krvi 
15, 16.
On je planarne konjugovane prstenaste strukture sa lancem
šećera koji mu daje hidrosolubilni karakter. Planarni deo
molekula umeće se između baza DNA i RNA, a UV zračenje
koje aktivira riboflavin oksiduje guanin u nukleinskim kise-
linama, sprečavajući replikaciju genoma patogena 
16, 17. Ri-
boflavin i njegovi razgradni produkti su netoksični i normal-
no prisutni u ljudskom organizmu 
18.
Cilj ovog rada bio je da se utvrditi uticaj procesa fotoi-
naktivacije patogena primenom riboflavina i UV zračenja na
koncentraciju faktora i inhibitora koagulacije u plazmi koja
se tretira pre zamrzavanja.
Metode
Ispitivanje je obuhvatilo ukupno 30 jedinica plazme,
prosečne zapremine 240 ± 20 mL, koje su podvrgnute proce-
su inaktivacije na aparatu Mirasol (Mirasol
TM Pathogen Re-
duction Technology System, Caridian BCT Biotechnologies,
Lakewood, Colorado, USA). Jedinice plazme dobijene su
procesiranjem jedinica krvi dobrovoljnih davalaca krvnih
grupa A, B, O i AB (prosečne zapremine 450 mL ± 10 mL) u
roku od 6 h od kolekcije krvi (četvorostruke kese Macop-
harma CPD/SAGM, Francuska), i to prema krvnim grupama:
A = 12, B = 6, O = 10, AB = 2. Zatim su pulirane po dve je-
dinice plazme iste krvne grupe (15 pulova: A  =  6, B  =  3,
O = 5, AB = 1), svaki pojedinačni pul izmeren je i podeljen
na dve jedinice jednake zapremine, od kojih je jedna jedinica
bila kontrolna, a druga ispitivana tretirana Mirasol PRT sis-
temom.
Kontrolnoj jedinici dodato je 35 mL fiziološkog rastvo-
ra NaCl u univerzalnoj kesi za krv, i iz nje je uzet uzorak kr-
vi (K – kontrolni uzorak), koji je čuvan na sobnoj temperatu-
ri (22 ± 2 °C) do završetka procesa iluminacije i uzimanja
uzorka iz ispitivanih jedinica plazme.
Specifikacije jedinica plazme tretirane Mirasol PRT sis-
temom podrazumevale su standarde usvojene od proizvođača
(Caridian BCT, USA): zapremina produkta 170–360 mL,
koncentracija trombocita ≤ 2,1 × 10
6 ćelija/μL, koncentracija
rezidualnih eritrocita ≤ 15 × 10
9 eritrocita/L, koncentracija
rezidualnih leukocita ≤ 1 × 10
9 leukocita/L.
Ispitivanoj jedinici plazme dodato je 35 mL 500
μmoL/L rastvora riboflavina u originalnoj kesi za ilumina-
ciju (Mirasol Plasma Illumination/Storage set), kako bi se
postigla finalna koncentracija riboflavina 60 μmoL/L. Ra-
stvor riboflavina priključen je na kesu za iluminaciju, koja
u sebi sadrži plazmu preko sterilnog priključka (TSCD Te-
rumo), a zatim je istisnut zaostali vazduh iz kese za ilumi-
naciju u praznu kesu u kojoj je bio rastvor riboflavina. Is-
pitivana jedinica plazme potom je stavljena u Mirasol ilu-
minator prema uputstvu proizvođača i podvrgnuta delova-
nju UV zračenja (6,24 J/mL, 265–370 nm), sa linearnim
mešanjem (120 cpm), u prosečnom trajanju od 6 min i tem-
peraturom produkta nižom od 37 °C. Nakon završene ilu-
minacije plazma je prebačena u originalnu kesu za čuvanje
inaktivisane plazme Mirasol seta i iz nje je uzet uzorak krvi
(I – ispitivani uzorak).
Kontrolni i ispitivani uzorci zamrznuti su na temperatu-
ri nižoj od -40 ºC u roku od 6 h od završetka separacije. Iz
uzoraka plazme koja je naknadno otopljena u vodenom ku-
patilu na 37 ºC određena je koncentracija fibrinogena – fak-
tor I (g/L), faktora koagulacije – FII (%), FV(%), FVII (%),
FVIII:C (%), FIX (%), FX (%), FXI (%) i FXII (%), kon-
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(%)] i proteina C [PC (%)] na aparatu ACL 7 000 IL (Ins-
trumentation Laboratory, USA).
Analizirani parametri prikazani su tabelarno, srednjim
vrednostima i standardnim devijacijama. Poređenje para-
metara između kontrolne i ispitivane grupe vršeno je Stu-
dentovim t-testom za nezavisne uzorke. Statistička značaj-
nost određivana je na nivou p < 0,001, primenom softver-
skog paketa SPSS, verzija 18 (SPSS Software GmbH,
Germany).
Rezultati
Prosečna koncentracija faktora koagulacije u jedinica-
ma plazme pre inaktivacije (kontrolni uzorci) iznosila je
92,01 ± 7,14%. Najveću aktivnost u plazmi pokazivali su
FXI, FV i FVII (125,63%, 123,67% i 123,20%, respektivno).
Prosečna koncentracija faktora koagulacije u jedinicama
plazme posle inaktivacije (ispitivani uzorci) iznosila je 77,72 ±
6,95%. Najveću aktivnost u plazmi pokazivali su FVII, FXI i
FXII (110,37%, 103,57% i 102,47% respektivno).
Poređenjem srednjih vrednosti svih posmatranih faktora
koagulacije pojedinačno pre i posle inaktivacije plazme
(kontrolni i ispitivani uzorci) uočavao se statistički značajan
pad koncentracije faktora koagulacije u ispitivanoj plazmi
(p  <  0,001), ali se aktivnost faktora koagulacije nalazila u
okviru normalnih vrednosti.
U tabeli 1 prikazana je koncentracija posmatranih fakto-
ra i inhibitora koagulacije u kontrolnim i ispitivanim uzorci-
ma, pad koncentracije faktora i inhibitora koagulacije u ispi-
tivanim uzorcima plazme, kao i procentualni gubitak aktiv-
nosti faktora i inhibitora koagulacije u odnosu na aktivnost u
kontrolnim uzorcima plazme.
Najveći pad koncentracije u plazmi nakon procesa ina-
ktivacije pokazao je FVIII (očuvano 78,01% aktivnosti u od-
nosu na kontrolne uzorke, odnosno pad koncentracije od
21,99%), a zatim FIX i FXI (pad koncentracije od 20,54% i
17,26%). Pad koncentracije svih ostalih faktora koagulacije
bio je manji od 15%.
Analiza dobijenih rezultata pokazala je da je aktivnost
inhibitora koagulacije (AT III i PC) daleko više očuvana u
ispitivanim uzorcima u odnosu na aktivnost faktora koagula-
cije (pad aktivnosti AT III iznosio je 5,96%, a PC 5,89%).
Poređenjem srednjih vrednosti posmatranih inhibitora
koagulacije pojedinačno pre i posle inaktivacije plazme
(kontrolni i ispitivani uzorci) uočavao se statistički značajni
pad koncentracije inhibitora koagulacije u ispitivanoj pla-
zmi, ali se njihova aktivnost nalazila u okviru referentnih
vrednosti.
Diskusija
Infektivni činioci prenosivi transfuzijom i borba protiv
njih predstavljaju veliki izazov u modernoj transfuzijskoj
medicini. Incidencija virusne i bakterijske transmisije tran-
sfuzijom jedinica zamrznute sveže plazme danas je u većini
evropskih zemalja svedena na minimum – rizik da se prenese
uzročnik bolesti putem transfuzije jedinice zamrznute sveže
plazme iznosi 1/10 000 000 za HIV, 1/50 000 000 za HCV i
1/1 200 000 za HBV 
19.
Inaktivacija patogena u produktima od krvi predstavlja
dodatni nivo zaštite, kako od poznatih infektivnih agenasa,
tako i od onih koji još uvek nisu prepoznati kao moguća
pretnja globalnom snabdevanju krvlju 
3, 14. Danas se koriste
različite fizičke i hemijske metode inaktivacije patogena koje
zadovoljavaju osnovne propisane kriterijume: redukcija inci-
dencije transmisije virusa, bakterija i parazita transfuzijom
produkata od krvi na najmanji mogući nivo, široka efikasnost
u smislu prevencije epidemije uzrokovane transfuzijom no-
vog štetnog patogena, laka implementacija u postojeću orga-
nizaciju transfuziološke službe, minimalna toksičnost, nep-
romenjena klinička efikasnost inaktivisanih produkata od kr-
vi, niska cena 
20–22. U ovom ispitivanju korišćena je metoda
dodavanja riboflavina jedinici plazme nakon separacije cele
krvi i naknadno izlaganje produkta UV zračenju sa obe stra-
ne. Kao posledica aktivacije riboflavina pod dejstvom UV
zraka dolazi do oksidacije guanina u nukleinskim kiselinama
i njihovog ireverzibilnog oštećenja, što sprečava dalju repli-
kaciju patogena. Mnogobrojne studije pokazale su da ova
metoda efikasno inaktiviše intraćelijski i za ćeliju asocirani
virus humane imunodeficijencije – HIV (4,46 i 5,93
Tabela 1
Koncentracije faktora i inhibitora koagulacije u kontrolnoj i ispitivanoj plazmi
KU IU Razlika Gubitak
aktivnosti (%) Faktori ko-
agulacije
Referentne
vrednosti ґ SD ґ SD ґ SD ґ SD
p
F I (g/l) 1,7–4 3,64 0,37 3,14 0,34 -0,50 0,12 -13,70 2,88 0,001
F II (%) 80–130 111,63 7,13 96,97 9,32 -14,67 5,40 -13,20 4,90 0,001
FV (%) 60–140 123,67 12,30 108,70 11,80 -14,97 4,98 -12,09 3,74 0,001
F VII (%) 50–130 123,20 9,35 110,37 8,77 -12,83 2,70 -10,42 2,09 0,001
F VIII (%) 50–150 99,60 8,36 77,50 5,31 -22,10 5,45 -21,99 4,17 0,001
F IX (%) 65–150 100,20 8,41 78,30 5,97 -21,90 5,65 -20,54 4,02 0,001
F X (%) 70–130 111,13 11,60 96,23 12,71 -14,90 4,98 -6,90 2,20 0,001
F XI (%) 65–150 125,63 8,60 103,57 9,17 -21,67 5,59 -17,26 4,31 0,001
F XII (%) 50–150 121,47 5,30 102,47 6,17 -19,60 3,40 -15,66 2,83 0.001
AT III (%) 70–130 93,63 4,99 87,97 5,17 -5,67 4,66 -5,96 5,13 0,001
PC (%) 70–140 99,37 5,05 93,50 4,57 -5,87 4,57 -5,89 1,36 0,001
KU – uzorak plazme iz kontrolne jedinice (plazma + 35 mL fiziološkog rastvora);
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log10/mL, respektivno), virus zapadnog Nila (5,19 log10/mL),
virus parvo B19 (> 6,5 log10/mL), virus vezikularnog stoma-
titisa (>  5,3 log10/mL), Staphylococcus epidermidis i
Staphylococcus aureus (5–6 log10/mL), Escherichia coli (> 4
log10/mL), Leischmania donovani infantum (5–6 log 10/mL),
a dokazano je i da prevenira infekciju prouzrokovanu bakteri-
jama Klebsiella pneumoniae i Bacillus cereus 
23–25.
Većina dosadašnjih studija vezanih za uticaj procesa
inaktivacije na koagulacionu aktivnost u plazmi odnosi se na
aktivnost faktora VIII (FVIII), s obzirom da je najmanje sta-
bilan od svih proteina u plazmi 
26, 27. S druge strane, ne uma-
njujući indikacije i kliničku efikasnost zamrznute sveže pla-
zme, koncentracija FVIII u plazmi nije od presudnog znača-
ja, jer je FVIII reaktant akutne faze i njegova koncentracija u
plazmi najčešće je normalna ili čak povećana u brojnim slu-
čajevima složenih koagulopatija 
26.
Različite procedure inaktivacije patogena u plazmi mo-
gu značajno uticati na koncentraciju faktora i inhibitora koa-
gulacije, uz posebno snižavanje aktivnosti FVIII 
13, 28. Ispiti-
vanja vezana za primenu rastvarajućih deterdženata (S/D –
solvent detergents), u cilju inaktivacije patogena u plazmi,
pokazuju da ova metoda snižava aktivnost FVIII koagulacije
na 70% uz prosečan pad koncentracije FVIII od 24%. Pulira-
nje jedinica plazme pre dodavanja S/D može značajno sma-
njiti pad koncentracije FVIII primenom ove metode 
29. Druga
vrsta ispitivanja vezana su za primenu metilenskog plavog
(MB) i ona pokazuju koncentraciju MB-FVIII od 0,7 IU/mL,
uz očuvanje 80% aktivnosti FVIII 
30.
Savremena ispitivanja vezana za uticaj inaktivacije pa-
togena primenom riboflavina i UV zračenja pokazuju da je
prosečna koncentracija FVIII nakon procesa inaktivacije 0,7
IU/mL, a da je očuvano 81% aktivnosti FVIII 
20, 31, 32.
Ovo ispitivanje dalo je rezultate koji su uporedivi sa
rezultatima prikazanim u literaturi (prosečna koncentracija
FVIII je 77,50%, očuvano 78% aktivnosti FVIII). Koncen-
tracije FV, FVII i FX u ispitivanoj plazmi pokazale su veće
vrednosti od koncentracija FV, FVII i FX koje su saopštene
u prethodnim studijama 
33, 34 (12%, 15% i 7%, respektivno),
dok su koncentracije FXI i fibrinogena u ispitivanoj plazmi
manje za 3%, odnosno 8% u odnosu na podatke iz prethod-
nih ispitivanja. Mogući činioci sniženja aktivnosti faktora
koagulacije u inaktivisanoj plazmi još uvek nisu potvrđeni.
Larrea i sar. 
32 i Hornsey i sar. 
27 u svojim ispitivanjima pad
koncentracije faktora koagulacije objašnjavaju razblaživa-
njem početne jedinice plazme (dodavanjem 35 mL rastvora
riboflavina) i vremenskim udaljenjem od momenta uzima-
nja jedinice krvi. Najveći pad koncentracije FV i FVIII us-
lovljen je činjenicom da su ovi faktori najmanje stabilni u
plazmi.
Buytaert-Hoefen i sar. 
34 pokazali su da je aktivnost fa-
ktora koagulacije posebno dobro očuvana ako se plazma za-
mrzne tokom 8 sati od kolekcije krvi (koncentracija faktora
VIII veća za 15%, faktora V za 12%, faktora XI za 23%).
Bihm 
33 vršio je ispitivanje i sa jedinicama plazme koje su
bile zamrznute na temperaturi nižoj od -30 ºC 52 nedelje, a
zatim otopljene i podvrgnute procesu inaktivacije na aparatu
Mirasol. Merena koncentracija FVIII (hromogena metoda)
bila je 0,9  ±  0,2 IU/mL (referentne vrednosti 0,45–1,68
IU/mL)
 33.
Dosadašnja ispitivanja uticaja procesa inaktivacije pa-
togena primenom riboflavina i UV zračenja na koncentraciju
inhibitora koagulacije pokazuju održavanje nivoa PC, α-2
antiplazmina, antitrombina III (AT III) i posebno proteina S
(PS), čija se koncentracija značajno snižava primenom dru-
gih metoda inaktivacije patogena, te bi primena tako inakti-
visane plazme u većem volumenu mogla prouzrokovati raz-
voj venskog tromboembolizma (posebno naglašeno kod pri-
mene S/D) 
26, 32. Prema Larreu i sar. 
32 aktivnost PC i α-2 an-
tiplazmina pokazuje sniženje od 3% u plazmi inaktivisanoj
primenom riboflavina i UV zračenja, dok je prosečna kon-
centracija PS 0,9 ± 0,1 IU/mL. Ovo ispitivanje pokazalo je,
takođe, očuvane koncentracije PC i AT III u ispitivanoj pla-
zmi (pad koncentracije od 5,96% i 5,89%).
Zaključak
Plazma dobijena procesiranjem cele krvi tokom 6 h od
uzimanja i podvrgnuta inaktivaciji patogena primenom ri-
boflavina i UV zračenja u roku od 6 h od procesiranja, a
potom zamrznuta na temperaturi nižoj od -30 ºC tokom 24
h, pokazuje dobro očuvanu prokoagulantnu i antikoagu-
lantnu aktivnost, te se može koristiti u terapiji urođenih i
stečenih koagulopatija koje zahtevaju transfuziju zamrznute
sveže plazme.
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